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Use of bromelain (I) for treatment of cancer and/or prevention of 
metastases. The effect of bromelain may conveniently be enhanced by the 
combined admin, with: (a) a further plant protease, pref . papain: (b) a 
lipase, pref. triacylglycerol lipase, amylase, pref. alpha-amylase , 
trypsin, chymotrypsin and/or pancreatin. (c) rutoside, and/or (d) 
Serratia peptidase. 

Esp. good results are obtd. using a dosage unit contg. (mg) 
bromelain (20-100, pref. 45), papain (40-100, pref. 60), 
triacylglycerol lipase (5-50, pref. 10), alpha-amylase (5-50, pref. 
10), trypsin (10-30, pref. 24), chymotrypsin (1-10, pref. 1), 
pancreatin (50-200, pref. 100) and opt. 10-100 pref. 50) rutoside 
trihydrate . 

USE - Bromelain can be used against CD44 -mediated tumours and 
cells, e.g. ovarian and colon cancer as well as melanoma and myeloic 
cells, where it reduces the metastasising potential by structurally 
modifying the CD44 surface molecules. Admin, can be in the form of 
pharmaceutical prepns . contg. conventional carriers and adjuvants. 
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@ Verwendung von Bromelain zur Krebstherapte und/oder Metastasen-Prophylaxe 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Bromelain zur Krebstherapie und/oder Metastasen-Prophy- 
laxe. tnsbesondere eignet sich Bromelain fur die strukturelle 
M duHerung der von Krebszelten exprimierten CD44-0ber- 
flachenmolekule, die fur die metastasierenden Eigenschaf- 
t n von Tumoren verantwortlich sein konnen. 
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Die voriiegende Erfindung betrifft die Verwendung 
von Bromelain zur Krebstherapie und/oder Metasta- 
sen-Prophylaxe. 

ALs Krebs bezeichnet man die maligne Entartung kdr- 
pereigener Zellen, die durch fortgesetzte ZeUteilung zur 
Entstehung maiigner Neoplasien fQhrt Kxebsgewebe 
unterscheidet sich vom normalen Gewebe durch unbe- 
grenztes, invasives und destniktives Wachstum* wobei 
die Neoplasien in das umgebende Gewebe eindringen 
und dieses zerstOren. FQr Krebswucherungen wird im 
allgemeinen ein klonaler Urspnmg angenommen. Dabei 
kdnnen die unterschiedlidisten Zelltypen ein b5sartiges 
Wachstum annehmen und somit zu Krebs ftthren. Man 
unterscheidet aufgrund des unterschiedlichen histologi- 
schen Ursprungs verschiedene Krebsformen, wie Sar- 
kome (mesenchymale Geschwulst), Karzinome (epithe- 
liale Geschwulst), Leuk&nien, Lymphome, Plasmocyto- 
me, Melanome, Glioblastome etc. Sarkome treten z. B. 
als Geschwulste der Muskeln, der Knochen oder des 
lymphatischen Systems (maligne Lymphome) auf. Kar- 
zinome entwickeln sich unter anderem in der Haut, der 
Lunge, im Magen und Darm, Prostata, Gebtrmutter und 
weiblicher Brust 

Krebszellen kdnnen sich aus dem ursprtinglichen Tu- 
mor l^sen und sind z. B. auf dem Lymph- oder Blutweg 
zur Bildung von Metastasen (Tochtergeschwtilsten) ^- 
hig. Die histologische Struktur der Metastasen gleicht 
meist der des Primartumors. Man unterscheidet nach 
dem Fundort lokale Metastasen der Umgebung der 
Primfirgeschwulst), regionlre Metastasen, die auf dem 
Lymphweg entstehen und hILmatogene Femmetastasen. 

Wfthrend Primfirtumore durch Operation entfemt 
Oder durch Bestrahlung und/oder Chemotherapie zer- 
stdrt werden kdnnen, ist die Medizin gegen 'Vagabun- 
dierende** Krebszellen, die spSter zu Metastasen ftthren, 
fast inuner machtlos. Daher sterben die meisten Kreb- 
spatienten nicht am PrimSrtumor, sondem an den Meta- 
stasen. 

Voraussetzung ffir die Entwicklimg einer wirksamen 
Metastasenprophylaxe und/oder Metastasenbehand- 
lung ist das VerstSUidnis der Mechanismen, wie es den 
metastasierenden Krebszellen gelingt, die GefaBw&ide 
von Blut- und Lymphbahnen zu durchbrechen und in 
weit entfemte K&rperregionen vorzudringen. Deshalb 
versuchen seit vielen Jahren Biologen und Mediziner, 
die biochemischen Mechanismen aufzukl&ren, die die- 
sem viele Schritte umfassenden ProzeB zugrundeliegen. 
Eine entscheidende Bedeutung wird dabei bestimmten 
OberflftchenmolekOlen der Krebszellen beigemessen, 
mit denen diese sich an Zellen heften, die die Blut- und 
LymphgefUBe auskleiden. Die AdhiLsion ermdglicht es 
den Krebszellen in das, die Blut- oder Lymphgef&Be 
umgebende Gewebe einzudringen und dort Metastasen 
zu bilden. 

Neuere Forschung hat ergeben* daB einer Variante 
des Oberflfichenmolektils CD44 eine entscheidende 
RoUe bei der Metastasenbildung zukommt CD44 ist ein 
im Menschen vorkommendes, stark glykosiliertes Pro- 
tein, das auf vielen Zellen, insbesondere des peripheren 
Blutes, vorhanden ist (M. Stoli in Leukocyte Typing IV, 
Herausgeber: W, Knapp et al, S, 619—622, Oxford Uni- 
versity Press). Varianten dieses MolekOis kOnnen auch 
auf bestimmten Zellen der Haut und auf manchen Epit- 
helzellen in der embryonalen Entwicklimg nachgewie- 
sen werden. Alle Varianten bestehen aus inem kon- 
stantenTeil(KT)undvariablenT il (VT). CD44-Varian- 



ten wurden Qberraschenderweise auch auf OberflSchen 
von Tumorzellen nachgewiesen (Arch, RA. et aU Scien- 
ce 257 (1992), S. 682-685). 

Es konnt gezeigt werden, daB die von Klrebszellen 
5 exprimierte CD44-Variante fOr die metastasierenden 
Eigenschaften des Tumors verantwortlich ist Tumorzel- 
Hnien, die sich nur durdi das Vorhandensein oder Fehlen 
von CD44 unterscheiden, ftthren in vivo entweder zu 
metastasierenden (CD444-)- oder soliden (CD44)-Tu- 

10 moren (Arch, RA. et aL, Science 257 (1992), S. 682—685). 
Die RoIIe von CD44 bei der Metastasierung wird zur 
Zeit noch nicht voUst&ndig verstanden. Es wird die Hy- 
pothese diskutiert, dafi die Expression dieses Moiek^ 
metastasierende Krebszellen vor einer Attacke durch 

15 zytotoxische Zellen des Immunsystems schtttzt Die 
Krebszelie tSiuscht mit CD44 quasi eine Zelie des Blutes 
vor. Besondere Eigenschaften von Lymphozyten, Mae 
2:. B. die Adhision in den Gef^en des lymphatischen 
Systems oder die Mdgiichkeit, Blut- und Lymphbahnen 

20 zu verlassen, kdnnten durch CD44 vermittelt werden. Es 
ist vorsteilbar, daB diese Eigenschaften auf CD44 expri- 
mierende Krebszellen ttbergehen und dadurch eine Me- 
tastasierung erleichtem. 

Es ist experimenteU gesichert, daB monoklonale Anti- 

25 kdrper (mAK), die gegen CD44 gerichtet sind, die Aus- 
breitung von Metastasen verhindem kdnnen. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindxmg ist die Bereit- 
stellung eines Arzneimittels, das das Metastasierungs* 
potential von Krebszellen reduziert 

30 Diese Aufgabe wird erfinduingsgemdB dadurch geldst, 
daB zur HersteUung eines Medikaments zur Behandlung 
von Krebs und/oder der Verhtttung der Metastasienmg 
die pflanzlidie Protease Bromelain verwendet wird. 
Es wurde Qberraschenderweise gefunden, daB pro- 

35 teolytische Enzyme, insbesondere Bromelain, verschie- 
dene Epitope des CD44-Oberfl&chenmolekttls struktu- 
rell modiHzieren. Wegen des hohen Glykosilierungsgra- 
des der CD44- Varianten ist dieser Befund nicht vorher- 
sehbar gewesen. Durdi die enzymatische Strukturmo- 

40 dulation von CD44 verliert die Zelle ihre metastasieren- 
den Eigenschaften. 

Bromelain kann somit fttr die Krebstherapie und/oder 
Metastasen-Prophyiaxe verwendet werden. CD44-ver- 
mittelte Tumoren bzw. Krebszellen sind z. B. Ovarial- 

45 karzinome, Kolonkarzinome, Melanomzeilen, mye- 
loische Zellen u. a. 

Die pflanzliche Protease Bromelain hat sich erfin- 
dungsgem^ als besonders wiiicungsvoll erwiesen; je- 
doch wird der vorteilhafte Effekt von Bromelain durch 

50 die Verwendung weiterer Enzyme, wie Z.B. Papain, 
Trypsin, Lipase, Amylase, Chymotrypsin und/oder Pan- 
kreatin, untersttttzt. 

Die erHndungsgem^ verwendete pflanzliche Protea- 
se Bromelain ist nach ttblichen Methoden aus dem PreB- 

55 saft der Ananas isoiierbar. 

Papain ist ein proteolytisches Enzym, das aus dem 
Milchsaft der unreifen, fleischlgen Frttchte des Mel - 
nenbaums Carica papaya mit ttblichen Methoden her- 
stellbarist 

60 Trypsin imd Chymotrypsin sind proteolytiscbe Enzy- 
me, die bekanntermaBen aus Pankreas gewonnen wer- 
den kdnnen. 

Lipasen gehOren zu der Untergruppe der Esterasen 
und werden aus Pankreas oder dem Fllz Rhizopus arrhi- 
65 zusisoliert 

Am^asen sind Gl^cosid-spaltende Enzyme, die bei- 
spi Isweise aus Pankreas oder spezietten Mikroorganis- 
men gewonnen werden. 
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Vorzugsweise wird als Lipase TriacylglyceroUipase 
und/oder ais Amylase a- Amylase verwendet Pankrea- 
tin wird ablicherweise aus Schweine- oder Rinderpan- 
kreas isoliert 

Eine besonders gute Wirksamkeit hat die kombinierte s 
Verwendung von 50 bis 200 mg, vorzugsweise 100 mg 
Pankreatin, 20 bis 100 mg, vorzugsweise 45 mg Brome- 
lain, 40 bis 100 mg, vorzugsweise 60 mg Papain, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg TriacylglyceroUipase, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg a-Amylase, 10 bis 30 mg, lo 
vorzugsweise 24 mg Trypsin, 1 bis 10 mg, vorzugsweise 
1 mg Chymotrypsin pro Dosiseinheit 

Weiterhin kdnnen vorzugsweise zus&tzlich Rutosid, 
ein zu den Flavonoiden gehdrendes Glykosid, und/oder 
Serratia-Peptidase (aus Mikroorganismen der Gattung is 
Serratia) verwendet werden. 

FQr die Herstellung von pharmazeutischen Prapara- 
ten, die die erfindungsgemaBen Enzyme enthalten, k&n- 
nen weiterhin die Qblichen Hilfs- und/oder TrSgerstoffe 
verwendet werden. 20 

Die folgenden Beispiele eriautem die Erfindung, 

Beispiel 1 

2 X 10^ Zellen (z. B. aktivierte T-Lymphozyten oder 25 
Zellen der ieukamischen Zellinien U937 und MOLT 4/8) 
in 80 ^1 serumfreiem Medium wurden mit 20 ni einer 
Protease-Losung (Bereich der Endkonzentration 
40,0— 2,50 fig Protease/ml) versetzt und 1 Stunde bei 
37* C im Inkubationsschrank (100% Luft, 5% CO2) inku- 30 
biert 

Nach der Inkubation erfolgte zweimaliges Waschen 
der Zellen mit Phosphat-gepufferter, isotonischer Koch- 
saizlosung pH 73 (PBS); der durch das Waschen beding- 
te VerdQnnungsfaktorwarl :2500. 35 

Nach dem Waschen wurden die Zellen in 100 jil PBS 
aufgenommen und mit einem CD44-spezifischen mono- 
klonalen Antikdrper (lOOng/ml), welcher mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff, z. B. Fluoreszeinisothiocyanat, 
kon jugiert war bei 4* C 30 Minuten lang markierL 40 

Durch zweimaliges Waschen mit PBS wurde der 
aberschOssige, ungebundene Markierungsantikdrper 
entfemt Die Zellen wurden dabei durch Zentrifugation 
vom Waschmedium getrennt 

Nach Aufnahme der Zellen in 100 |ii PBS wurden die 45 
Analysenproben bis zur Messimg in einem Eisbad auf- 
bewahrt Die Messimg der Dichte der Antikdrper-mar- 
kierten CD44-OberfiachenmolekQle erfolgte mit Hilfe 
eines DurchfluBzytometers. 

Durch Vergleich der MeBdaten von Protease-behan- 50 
delten Zellen imd Referenzproben, konnte die spezifi* 
sche, CD44-Struktiu*-modulierende Eigenschaft der 
Proteasen bestimmt werden. 

In den Fig. 1 bis 6 sind einige Ergebnisse der durchge- 
fOhrten Versuchsreichen graphisch dargestellt 55 

Fig. la und lb veranschaulichen die Andening der 
relativen Dichte der Epitope L-178 QFig. la) und J- 173 
(Fig. lb) des CI>44-Molekills nach Behandlung von Zel- 
len der Ieukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 mit verschie- 
denen Konzentradonen der pflanzlichen Proteasen Bro- eo 
melain und Papain. 

Fig. 2 veranschaulicht die Anderung d r relativen 
CD44-Dichte durch Behandlung von Zellen der Ieuka- 
mischen T-Zellinie MOLT 4/8 mit den pflanzlichen Pro- 
t asen Bromelain und Papain. 65 

Die Fig. 3 und 4 zeigen die Abhangigkeit der VerSn- 
derung des Epit ps L-178 des CD44-Molekflls auf Zel- 
len der Ieukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 von der 
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Konzentration der pflanzlichen Pr teasen Bromelain 
(Fig. 3) und Papain (Fig. 4), 

Die Fig. 5 und 6 veranschaulichen die VerSnderung 
des Epitops L-178 des CD44-MolekuIs auf Zellen der 
Ieukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 durch a^-Makroglo- 
bulm-komplexierte Proteasen nach einstOndiger Inku- 
bation (Fig. 5) und vierstOndiger Inkubation (Fig. 6) bei 
37* C 

Die in den Fig. 1 bis 4 dargestellten Ergebnisse zeigen 
eindeutig, daB die pflanzliche Protease Bromelain das 
CD44-OberflachenmolekQl in einer Weise verEndert, 
daB dieses nicht mehr von speziflschen monoklonaien 
Andkdrpem erkannt wird. Unterschiedliche Epitope 
von CD44 werden dabei in einem unterschiedlichen 
AusmaB strukturell moduOert (vgL Fig. la und lb). Es 
konnte aufierdem gezeigt werden, daB Bromelain im 
Vergleich zu Papain eine hdhere Wirksamkeit hinsicht- 
lich der Modifizierung des stark glykosylierten 
CD44-Antigens besitzt Aus den Fig. 5 und 6 geht her- 
vor, daB Bromelain durch a2-Makroglobulin nicht ent- 
scheidend gehemmt wird. aa-Makroglobulin ist ein Pro- 
teaseinhibitor, der u. a. im menschlichen Blutserum vor- 
kommt 

Da Bromelain das CD44-OberflachenmolekQl struk- 
turell moduliert, ist diese pflanzliche Protease fttr die 
Verhinderung der Metastasierung von Krebszellen bzw. 
zur Therapie von Krebs geeignet 

PatentansprOche 

1. Verwendung von Bromelain zur Kxebstherapie 
und/oder Metastasen-Prophylaxe. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusStzlich mindestens eine weitere 
pflanzliche Protease verwendet wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als weitere pflanzliche Protease Pa- 
pain verwendet wird. 

4. Verwendung nach einem der Ansprache 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB zusitzlich mindestens 
eines der Enzyme Trypsin, Lipase, Amylase, Chy- 
motrypsin und/oder Pankreatin verwendet wird. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Lipase TriacylglyceroUipase ver- 
wendet wird. 

6. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Amylase a-Amylase verwendet 
winL 

7. Verwendung nach mindestens einem der AnsprQ- 
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB zus^tzlich 
Rutosid verwendet wird. 

8. Verwendung nach mindestens einem der AnsprQ- 
che 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 50 bis 
200 mg, vorzugsweise 100 mg Pankreatin, 20 bis 
100 mg, vorzugsweise 45 mg Bromelain, 40 bis 
100 mg, vorzugsweise 60 mg Papain, 5 bis 50 mg, 
vorzugsweise 10 mg TriacylglyceroUipase, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg a-Amylase, 10 bis 
30 mg, vorzugsweise 24 mg Trypsin, 1 bis 10 mg, 
vorzugsweise 1 mg Chymotrypsin pro Dosiseinheit 
verwendet werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzUch 10 bis 100 mg, vorzugswei- 
se 50 mg Rutosid x 3H2O pro Dosiseinheit ver- 
wendet werden. 

10. Verwendung nach mindestens einem der An- 
sprOch 1 bis 9, dadim:h gekennzeichnet, daB zu- 
satzUch Serratia-Peptidase verwendet wird. 
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Abb. la 



Modulation des CD44-Epitopes L-178 
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Abb, lb 



Modulation des CD44-Epitopes J-173 

durch proteolytische Enzyme nach 1 Stunde 
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Figur 2 



V J - ^ar- relativen CD44-Dichte (Epitop L-17a) 
leJ'l^SKSmtscSen ?-Zellinie MOI.T 4/8 durch 

Proteasen (40pg/ml, Ih) 
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Figur 3 



Konzentrationsabhangigkelt dor Modulation 
dos L-178 Epitopes des CD44-Molakaies 
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Figur 4 



Konzentrationsabhangigkeit der Modulation 
des L-178 Epitopes des CD44-Moiekules 
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Figur 5 



Modulation des L— 178 Epitopes des CD44— Molekiiles durch 
a^— Makroglobulin (a2— MG)— komplexierte Proteasen (10/tg/ml) 
nacti 1— sttlndiger Inkubatfon bei 37^C. 
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Figur 6 



Modulation des L-178 EpHopes des CD44-Molekules durch 
a -Makroglobulin (a^^Mci-komplexierte Pro+easen (10/^/ml) 
^ nach 4-stundIger Inkubation bei 37^C. 
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